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Abstract : 
   By  TSKge1 BioAssist  Co2+-Chelate Chromatography using a linear gradient of imidazole, His-tag-NusG protein was purified as a 
monomer, dimer, trimer and tetramer eluting on 85, 130, 170 and 200 mM imidazole, respectively. These oligomers were estimated to 
be under a chemical equilibrium to each other. These results were not obtained by a step-wise elution with a high concentration of 
imidazole. On the other hand, the linear gradient elution mode was demonstrated to be useful for separation of the monomer and 
oligomers.
、
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要旨
TSKge1バイオア シス トCo2+一キ レー トカ ラムを用い
てイ ミダ ゾール の直線 的 濃度 勾配 法 に よ りHis-tag-
NusGタンパ ク質 は,イ ミダ ソール濃度85mMで単量体,
130mMで2量体,170mMで3量 体,そ して200mMで
4量体 としてそれ ぞれ分離精製 され た。 これ らオ リゴ
マー の間に化学平衡 が成 立 しているこ とが判 明 した。
濃度勾配法 によ り,スッテプ ワイズ法では得 られない,
単量体～オ リゴマー の分離精製が可能 であるこ とが証
明 され た。
まえが き
大腸菌で大量発現 した タンパ ク質 を簡便な操作で精
製 で きるよ うに,し ば しば 目的 タンパ ク質のN末 端 あ
るい はC末 端 に い くっ かの ヒス チ ジン残 基か らな る
His-tagを付 けた融 合 タンパ ク質 とす る。 このHis-tag一
タンパ ク質 ωは,適 当な金 属イオ ン(2)を用 いたキ レー
ト樹脂 に通す と特異 的に配位結合 し,トラップ され る。
配位 したHis-tag一タンパ ク質 はイ ミダ ゾール な どの配
位子 となる物質 を流す と溶 出 して くる。通 常この操作
はステ ップワイズ に行 われ る。 しか し,ス テ ップワイ
ズでは,非 特異的な タンパ ク質の混入 はさけられず,
その後の精製操作 を余儀 なくされ る場合 も多い。そ こ
で,His-tag一タ ンパク質の溶出を,イ ミダゾールの直線
的濃度 勾配 法に よ り行 った。今回の実験では,His-tag一
タ ンパ ク質 として溶 連 菌NusG(3)由来 のHis-tag-NusG
タンパ ク質 を用 いた。 また,キ レー ト樹脂 として,東
ソー ・TSKgelバイオア シス トキ レー トカラムを用い,
金属イ オン としてコバル トイオ ンをキ レー トして行 っ
た。そ の結果,よ り不 純物 の少 ない良好 なHis-tag一タン
パ ク質標品が得 られ,ま た,2量 体,3量 体及び4量
体な どオ リゴマーの分離 も可能であ るこ とが判明 した
ので報 告す る。
実験材 料 と方法
1.TSKge1バイ オアシス トCo2+一キ レー トカラムの調製
TSKge1バイ オア シ ス トキ レー トカ ラ ム(東 ソー,
7.8mmI.D.x5cm)を,室温でBufferA(20mMリン酸 ナ
トリウム緩衝液,pH7.4,0.01%ナトリウムア ジ ド含
有)で洗浄後,3mlO.1M塩化 コバル ト(CoC12)水溶液 を
流速0.5m1/minで流 し,コ バル トイオ ンを配位 させ た。
その後,Bu丘erB(20mMリン酸ナ トリウム緩衝液,pH
7.4,500mMイミダゾール及 び0.01%ナトリウムアジ ド
含 有)で十分洗浄 してTSKgelバイオアシス トCo2+一キ レ
ー トカ ラム を調製 した。
2.His-tag-NusGタン パ ク 質 の 発 現 系
C群 レ ン サ 球 菌(GCS)で あ るStreptococcusdysgalactiae
equisimilsH46A株由 来 のNusGタ ン パ ク 質 のORF
(543bp,181aminoacids,nocysteine:unpublished)を,
N-terminuspQEベク タ ー(PQE30,QIAGEN社)の
BamHI-Kpnlサイ トに 導 入 した 。 こ のNusGタ ンパ ク 質
発 現 ベ ク タ ー を 大 腸 菌(XLI-blcie)に形 質 転 換 す る こ と
に よ り 発 現 ク ロ ー ン(HTNG-23)を作 製 し,N末 端6x
His-tag一タ ン パ ク 質 と し て 大 量 発 現 さ せ た 。
3.His-tag-NusGタンパ ク質粗抽 出液 の調製
HTNG-23を1リッ トルのLB液体培 地 中,600nmにお
け る吸 光度 が0.6に達 す る まで37℃で培 養 後,1mM
IPTGを添加 して3時 間培養 した。菌体 を遠心 によ り集
め て,20mlBugBusterProteinExtractionReagent
(Novagen社)を加 えてHis-tag-NusGを抽 出 した。 その
後,低 温 で遠心分離(10,000gx10min)し,上清画分 を
回収 して,上記BufferA,1リッ トル に対 して一晩低温
で透析 した。透析後,不 溶物 を遠心分離 に より除き,
His-tag-NusGタンパ ク質の粗抽 出液 とした。
4.His-tag-NusGタンパ ク質粗抽 出液 のTSKgelバイオ
アシス トCo2㌔キ レー トク ロマ トグラフ
3mlHis-tag-NusGタンパ ク質粗抽 出液(13.4mgタン
パ ク質/ml)をバイ オア シス トCo2+一キ レー トカ ラム に
室温で流速1m1/minで流 した。20分間カ ラムをBu丘erA
で洗浄後,20～50分の 間,イ ミダゾール濃度(0～250
mM)の直線 的濃度勾配 をか け,His-tag-NusGタンパ ク
質を溶出 した。 タンパ ク質の溶 出パ ター ンは280nmに
おけ る吸光度 をモニ ター して求めた。 フラクシ ョンは
1チ ュー ブあた り1mlずつ集 めた。 タンパ ク質の定量
は牛血清 アル ブ ミン(BSA)を標準 と して,Coomassie
ProteinAssayReagent(Rierce社)を用いて色素結合法
(4)によ り求めた。
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5.ド デ シル硫酸ナ トリウム ・ポ リア ク リル ア ミ ドゲ
ル電気泳動(SDS-PAGE)
タンパ ク質の電気泳動 はLaemmliの方法(5)に従 って
行 った。 ドデ シル硫酸 ナ トリウム(SDS)存在 下,15%
ポ リア ク リルア ミ ドゲル を作製 して泳動 した。 タンパ
ク質溶液 は,β 一メルカプ トエ タノール を用 いた還元条
件でSDS存在 下加熱変性処理 して用 いた。電気 泳動後,
ゲル 中の タンパ ク質は,CoomassieBrilliantBlueR-250
の酸性溶 液 に漬 けて染めた。分子量マーカー として,
LowMolecularWeightCalibrationKit(Amersham社)を
用いた。
6.His-tag-NusGタンパ ク質のサイ ズ排 除 クロマ トグ
ラフ
精製 したHis-tag-NusGタンパ ク質 の分子 量を測定す
る目的で,TSKgelバイオアシス トG3SWxL(東ソー,
78mmI.D.x30cm)を用 いてサイズ排 除 クロマ トグラ
フを行 った。 クロマ トグラフは,サ ンプル100マイ ク
ロリッ トル を注入 し,0.1Mリン酸ナ トリウム緩衝液,
pH7.4,0.01%ナトリウム アジ ドを用 いて,流 速0.5
m1/minで行 った。 タンパ ク質 の溶 出パ ター ンは280nm
における吸光度 をモニター して求めた。標 準 タンパ ク
質 として,BSA(単 量体:66kDa,2量体:132kDa,
3量体:198kDa),卵白アルブ ミン(OV,単量体:43kDa,
2量体:86kDa)及び リゾチーム(14.4kDa)を用いた。
イ オア シス トCo2+一キ レー トク ロマ トグ ラ フで精 製 し
た結果 を図1に 示 した。イ ミダゾールの直線的濃度勾
配 をか ける ことに よ り,70mMでタンパ ク質成分 をあ
ま り含 まない小 さな ピー クが現れ,そ の後85mMの と
ころで大 きな ピー クが溶 出 し,順 次130mM,170mM,
200mMのところで次第に小 さ くなる ピー クが現れ た。
色素結合法に よ りタンパ ク質 を検出及び定量 した結果,
これ ら後4つ の ピー クは,そ の ピー クの高 さに比例 し
て タンパ ク質が検出 された(図2)。 また,SDS-PAGE
に よる分析(図3)か ら,こ れ ら4つ の ピー クは同一
分子量(23kDa)をもつHis-tag-NusGタンパ ク質 であ る
ことが確認 され た。 これ らの結果 か ら,His-tag-NusG
タンパ ク質は少な くとも4種 類の複合体 を形成 してい
ると考え られた。
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7.His-tag-NusGタンパ ク質単量体お よび2量 体の再
Co2+一キ レー トク ロマ トグ ラフ
図1で 精製 したHis-tag-NusGタンパ ク質 単量体(フ
ラクシ ョンNo.32)および2量 体(フ ラクシ ョンNo.37)
の200マイ ク ロ リッ トル を,1リ ッ トル のBuf£erAに
4℃ で一 晩透析 した。 それぞれの透析 サ ンプルは,先
と同様 にバ イオ アシ ス トCo2+一キ レー トカ ラム に室 温
で流速1ml/minで流 した。5分間カラムをBufferAで洗
浄 後,5-35分の間,イ ミダ ゾール濃度(0-一一250mM)の
直線 的濃度勾配 をかけ,His-tag-NusGタンパ ク質 を溶
出 した。 タンパ ク質 の溶 出パ ター ンは280nmにお ける
吸光度 をモニ ター して求 めた。
図1.His-tag-NusGタンパ ク 質 粗 抽 出 画 分TSKgelバイ オ ア シ
ス トCo2+一キ レー トク ロマ トグ ラ フ
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図2.His-tag-NusGタンパ ク 質 粗 抽 出 画 分TSKgeIバイ オ ア シ
ス トCo2+一キ レー トク ロマ トグ ラ フの タ ンパ ク質 定 量
結果 と考 察
His-tag-NusGタンパ ク質 の粗抽 出画分 をTSKge1バ
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76kDaと見積 られ た。 以上の結果か ら,図1の フラク
シ ョ ンNo.32をピ ー ク と す る タ ン パ ク 質 は
His-tag-NusGタンパ ク質 の単量体 と判 明 した。そ して,
その後 につづ くピークはそれぞれ,2量 体,3量 体及
び4量 体である と考え られた。
図3.His-tag-NusGタン パ ク 質粗 抽 出画 分TSKgelバイ オ ア シ
ス トCo2+一キ レー トク ロマ トグ ラ フ のSDS-PAGE
上 記4つ の複 合 体 の分 子 サ イ ズ を調 べ る 目的 で
TSKgelバイ オアシス トG3SWxLを用 いたゲル濾過 ク ロ
マ トグラフを行 った。 その結果 を図4に 示 した。 図1
のフラクシ ョンNo.32のHis-gat-NusGタンパ ク質 は,ほ
ぼシンメ トリーな一つ の ピーク として溶 出 してきた。
フラクシ ョンNo.37では,単一の ピークであるがやや後
にテー リングがみ られ た。フラクシ ョンNo.42では明 ら
かに3つ の ピークがみ られ,後2つ の ピーク位置 は,
フラクシ ョンNo.32及び フラクシ ョンNo.37のそれ ぞれ
の ピー ク位 置に一 致 してい た。 同様 にフ ラクシ ョン
No.46では,4つ の ピー クがみ られ,後3つ の ピークは
フラクシ ョンNo.32,No.37およびNo.42のそれ ぞれ の ピ
ー ク位置 に一致 していた。そ こで各 フラクシ ョンNo.32,
No.37,No.42およびNo.46の先頭 の ピークの溶 出時間か
ら,そ れ ぞれ の分子サ イズを求 めたのが図5で ある。
そ の結果,各 ピー クの分子サイズ は順 に23,42,60及び
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図5.His-tag-NusGタン パ ク 質 単 量 体,2量 体,3量 体 及 び
4量 体 の分 子 サ イ ズ
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図4.His-tag-NusGタンパ ク 質 単 量 体,2量 体,3量 体 及
び4量 体 のTSKgelバイ オ ア シ ス トG3SWxLサイ ズ 排 除
ク ロマ トグ ラ フ
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図6、His-tag-NusGタンパ ク質 単 量 体 お よ び2量 体 の再Co2+一
キ レー トク ロマ トグ ラ フ
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His-tag-NusGタンパ ク質 は少 な くとも単量体～4量
体 までのオ リゴマー を形成す る能力 を持 っている と思
われ る。オ リゴマー を形成す るこ とで,1複 合体分子
あた りのHis-tagの数 も増 えることにな る。このこ とが,
キ レー ト樹脂 との親和性 を高 めるこ とにな り,よ り高
濃度のイ ミダゾールで なけれ ば樹脂か ら溶 出 しない も
の と考 え られ た。 また,His-tag-NusGタンパ ク質 には
システイ ン残基が ないた めジスル フィ ド結合 によるオ
リゴマー形成 とは考 え られず,従 って,こ れ らオ リゴ
マーは タンパ ク質相互 による化学平衡状態 にあるもの
と考 え られた。2量 体 を低温で,長 時間お くと,単 量
体に解離す ることが明 らか にな った(図6)。 図4お よ
び図5の 結果 も考 え合わせ る と,本 タンパ ク質は少な
くとも4量 体まで会合分子 を形成で き,単 量体優位の
化学平衡状態に あることが明 らか にな った。
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